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基础 研究 


溶质 转运 体 26A 家 族 在 HEK-293 细 胞 中 的 表达 和 功能 


南方 医科 大 学 基础 医学 院 生 理学 教研 室 ,广东 广州 510515 


摘要 :目的 构建 能 在 HEK-293 细 胞 膜 上 表达 的 溶质 转运 体 26A 家 族 (SLC26A) 的 蛋白 质粒 ,并 对 其 生理 功能 进行 检测 。 方 法 
构建 多 种 人 类 SLC26A 转运 体 - 绿 色 奕 光 和 蛋白 的 融合 质粒 ,并 使 用 瞬时 转 染 技术 将 其 表达 在 人 胚 肾 293 细 胞 (HEK-293) 中 。 用 
全 细胞 膜 片 钳 技 术 记录 表达 有 SLC26A 和 蛋白 的 HEK-293 细 胞 的 膜 电容 。 结 果 每 个 SLC26A 转运 体 均 能 在 HEK-293 细 胞 的 细 


胞 膜 上 表达 ,并 表现 出 和 离子 相互 作用 的 生理 功能 。SLC26A 转运 体 与 离子 结合 的 数目 与 其 在 细胞 膜 上 的 表达 程度 正 相关 并 


具有 一 定 的 离子 选择 性 。 结 论 SLC26A 转运 体 家 族 能 够 在 HEK-293 细胞 上 表达 并 具有 与 转运 离子 结合 的 生理 功能 。 在 
HEK-293 细 胞 系 中 表达 SLC26A 转 运 体 家 族 的 研究 方法 ,为 进一步 研究 此 家 族 成 员 转 运 功能 及 其 转运 机 制 提供 了 可 能 。 
关键 词 :人 胚 肾 293 细 胞 ;溶质 转运 体 26A 家 族 ;全 细胞 膜 片 钳 ; 非 线性 膜 电 容 


Expression and functional assessment of solute carrier 26A transporter family in HEK-293 
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Abstract: Objective To express solute carrier 26A proteins in HEK-293 cells and explore their functions. Methods 
SLC26A-eGFP plasmids were transiently transfected into HEK-293 cells, and the nonlinear capacitance of the cells expressing 
SLC26A proteins was measured by whole-cell patch recording. Results All the SLC26A transporters were expressed on the 
membrane of HEK-293 cells. Each member of the SLC26A transporter family showed robust nonlinear capacitance, which 
represented their binding capability with anions. Conclusion The SLC26A transporters expressed on HEK cells show similar 
functions as expected in tissue environment. The plasmids we constructed facilitate structural and functional study of SLC26A 


transporters. 
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溶质 转运 体 26A(SLC26A) 家 族 是 一 个 相对 年 轻 
的 蛋白 家 族 , 人 们 在 近 二 十 几 年 才 对 它 有 所 了 解 中 。 迄 
今 为 止 发 现 的 哺乳 动物 SLC26A 转运 体 家 族 的 编码 基 
因 共 有 11 个 ,SLC26A1-All, 其 中 Al0 是 假 基因 吓 。 
SLC26A 转 运 体 均 为 膜 蛋白 ,分布 在 消化 .听觉 .内 分 
I 泌尿 .骨骼 .生殖 等 系统 的 上 皮 细 胞 膜 上 , 某 些 成 员 
如 A2、A1ll 的 分 布 几乎 涵 关 了 各 个 组 织 和 妖 官 中 。 
SLC26A 转运 体 家 族 的 经 典 功能 是 转运 阴离子 , 当 阴 离 
子 与 SLC26A 转运 体 结合 后 会 导致 蛋白 出 现 构 象 变化 
从 而 将 离子 从 膜 的 一 侧 转运 到 另 一 侧 。 现 已 发 现 它 可 
以 转运 两 化 物 (CI,T), 硫 氰 根 (SCN ) ,一 价 含 氧 阴离子 
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(OH ,HCO;, FREER, CR) Apr eA (SOL, 
FLED) AA EE, FP 
非常 重要 ,因此 SLC26A 转 运 体 的 缺失 或 功能 异常 会 

致 多 种 严重 的 疾病 7"。 根 据 生 物 信息 学 数据 分 析 ， 
SLC26A 转 运 体 是 一 种 大 分 子 蛋 白 ,包含 700~1000 个 
氨基 酸 *。 根 据 推测 ,其 基因 编码 的 多 上 肽 包括 胞 质 内 的 
N- 端 和 C- 端 以 及 结构 未 知 的 跨 膜 区 域 , 预 计 这 个 区 域 
的 蛋白 跨 膜 10~14 次 ”。 由 于 蛋白 结晶 较为 困难 ,因此 
人 们 对 这 一 家 族 的 蛋白 结构 以 及 转运 离子 的 机 制 并 不 
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为 了 更 好 地 研究 SLC26A 家 族 转运 功能 的 分 子 机 
制 ,在 本 实验 中 ,我 们 构建 了 瞬时 表达 SLC26A 转运 体 
质粒 的 HEK-293 细胞 并 用 全 细胞 膜 片 钳 方法 检测 其 功 
能 。 结 果 发 现 ,SLC26A 转运 体 与 离子 结合 的 能 力 与 其 
在 细胞 膜 上 表达 的 程度 呈正 相关 ,并 表现 出 一 定 的 离子 
选择 性 。 本 实验 为 后 续 研 究 SLC26A 蛋白 结构 域 的 功 
能 分 区 以 及 转运 机 制 英 定 了 基础 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

(1)HEK-293 细胞 购 自 美国 ACTT 公 司 ;(2) 人 类 
SLC26A 家 族 A2、A4、A5、A6、A7、A9、All 全 长 的 
cDNA 由 美国 GenScript 公 司 合成 (Piscataway,NJ);(3) 
pEGFP-N1 载体 购 自 BD Biosciences 公司 ; (4) E.coli 
DH;o 感 受 态 细胞 购 自 博大 泰克 公司 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

(1) 试 剂 Plasmid Midi Kit(10) 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 
自 Omega 公 司 , 卡 那 霉 素 购 自 Sigma 公 司 ;DMEM Jif 
牛 血 清 、0.25% 的 胰 和 蛋白 酶 ,Lipofectamine 2000, 均 为 
Invitrogen 公 司 产品 ; 电 生理 记录 配置 细胞 内 外 液 的 药 
品 均 来 自 Sigma 公 司 ;(2) 仪 器 激光 共聚 焦 显 微 镜 
(Olympus, JAP) , CO; 培养 箱 (Thermo, USA) ,P-97 微 
电极 拉 制 仪 (Sutter Instrument, USA) , 数 模 转 换 器 
(Digidatal322A, USA) , 交 光 显微镜 (NIKON, JAP) , 放 
大 器 (Muticlamp 200B, USA) , PCR 仪 (BIO-RAD, 
USA). 
1.3 方法 
13.1 系统 进化 树 的 构建 将 从 NCBI 上 获得 的 人 类 的 
SLC26A 家 族 的 蛋白 序列 (序列 编码 列 在 表 1 中) 输入 
Clustalx 1.83 进行 多 序列 比 对 ,把 比 对 结果 导入 
MEGAS.05 中 ,用 最 大 相似 性 方法 计算 并 获得 无 根 的 系 
统 进化 树 。 
1.3.2 重组 质粒 的 构建 和 提取 将 实验 所 需 的 SLC26A 
家 族 的 cDNA 与 pEGFP-N1 连接 。 以 构建 SLC26A5 
(prestin) 为 例 ,首先 用 引物 5-TCGTCATCGTGGCAG 
GAGTGAACGCAACC-3' 和 5'-GGTTGCGTTCACTC 
CTGCCACGATGACGATGTCATCG-3"”, 给 A5(prestin) 
编码 序列 的 始末 端 增加 两 个 限制 性 酶 切 位 点 Sca 工 和 
Hind I, #244 FA PCR 技术 进行 基因 的 扩 增 并 回收 产 
物 。 然 后 将 回收 产物 用 限制 性 内 切 酶 Sca 1 #0 Hind M 
进行 双 酶 切 并 用 Cycle pure Kit 纯 化 酶 切 产 物 同时 将 载 
体 pEGFP-N1 也 用 限制 性 内 切 酶 Sca I AI Hind M347 
双 酶 切 并 回收 。 用 T, 连 接 酶 将 A5 (prestin) 的 基因 与 
pEGFP-N1 连接 ,最 终 A5(prestin) 全 长 的 编码 片段 被 克 
TE pEGFP-N1 [J Xho I AlBamH 了 工 位 点 。 第 2 步 是 将 
连接 产物 进行 转化 并 筛选 鉴定 。 按 同类 研究 的 方法 将 
质粒 转化 并 筛选 后 ,将 长 出 的 单 克隆 菌落 制 成 菌 液 送 公 
司 测序 ,筛选 药物 为 卡 那 毒素。 第 3 步 是 制备 转 染 用 的 
质粒 DNA。 取 测序 正确 的 克隆 菌 液 接种 到 含有 卡 那 霉 
素 (50 mg/hL) 的 LB 培 养 板 上 培养 12 h, 挑 选 大 小 合适 
的 单个 菌落 接种 到 含有 卡 那 霉 素 (530 mg/uEL) 的 LB 培 养 
基 中 用 摇 床 摇 12 h, 最 后 用 质粒 提取 试剂 盒 提 取 质 粒 。 
1.3.3 细胞 培养 及 转 染 HEK-293 细胞 培养 在 7 mL 含 
10% 胎 牛 血清 的 DMEM 深 液 的 培养 瓶 (75 mm2) 中 。 转 


染 前 ,将 培养 瓶 中 对 数 生 长 期 的 HEK-293 细胞 用 血球 
计数 板 计数 ,将 $x10: 细 胞 接种 在 培养 四 内 ,培养 过 夜 ， 
当 细胞 覆盖 严 底 面积 的 80%~90% 时 ,进行 转 染 。 转 染 
时 将 10 uL lipofectamine 2000 和 4 hg 质粒 用 175 由 无 
血清 DMEM 混 勾 加 入 待 转 染 细胞 的 培养 耻 中 ,6h 后 换 
完全 培养 基 继 续 培养 。 

1.3.4 Confocal 图 像 的 采集 转 染 后 48 h, 用 激光 共聚 
焦 显微镜 获取 HEK-293 细胞 图 片 。 拍 照 前 , 先 将 转 染 
后 的 细胞 用 1 mL 0.25% 胰 酶 消化 1 min, 接 着 用 4 mL 
DMEM 将 培养 下 内 的 细胞 取出 并 离心 ,最 后 用 1 mL 
DMEM 将 离心 后 的 细胞 制 成 细胞 悬 液 并 转移 至 5 个 
Confocal 专用 培养 焉 中 立即 用 共聚 焦 显 微 镜 观 察 并 摄 
片 。 摄 片 时 将 细胞 置 于 激发 波长 为 488 nm 的 蓝光 下 ， 
先 在 40 倍 的 物镜 下 选择 呈现 绿色 荧光 的 细胞 ,然后 转 
换 成 60 倍 的 油 镜 拍 片 并 保存 。 每 个 质粒 均 随 机 选取 有 
严 光 表达 的 50 个 细胞 摄 片 ,所 有 图 像 获 取 时 的 亮度 、 对 
比 度 .增益 .放大 倍数 等 参数 均一 致 。 保 存 的 Confocal 
图 片 用 Image J 软 件 分 析 其 膜 上 的 平均 迈 光 强 度 来 反映 
和 蛋白 表达 程度 。 

1.3.5 全 细胞 膜 片 钳 记录 FEYL 48 h 后 可 做 电 生 理 记 
录 。 记 录 前 ,将 转 染 后 的 细胞 用 0.25% 的 胰 酶 消化 50 s, 
并 取 一 半 细 胞 离心 后 加 1 mL 细胞 外 液 制 成 细胞 悬 液 并 
转移 至 自制 记录 槽 中。 将 记录 覃 放 与 获 光 显微镜 下 ,给 
予 细胞 激发 波长 为 488 nm 的 蓝光 ,选择 表达 有 绿色 荧 
光 的 细胞 进行 记录 。 记 录 的 细胞 在 40 倍 的 水 浸 物 镜 下 
呈 圆 形 , 表 面 光滑 ,颗粒 少 并 沉 底 。 记 录 时 ,在 荧光 显 微 
镜 下 ,通过 微 操 纵 器 MP285(SUTTER, USA) 使 玻璃 微 
电极 接触 细胞 并 施加 负 压 形成 高 阻 封 接 ( 大 于 1 GO), 
稳定 后 破 膜 形成 全 细胞 记录 。 形 成 全 细胞 记录 后 ,钳制 
电压 为 -70 mV ,给予 两 个 正弦 波 的 电压 刺激 (峰值 在 
10 mV ,频率 为 390.6 和 781.2 Hz) ,记录 膜 电 容 。 全 细 
胞 记录 所 用 的 记录 电极 为 硼 硅 酸 盐 毛细 玻璃 管 ,用 微 电 
极 拉 制 仪 P-97 拉 制 成 尖端 直径 为 0.5~1 hm 并 抛光 , 充 灌 
电极 内 液 后 电阻 在 4~6 MOQ。 细 胞 外 液 成 分 为 mmolyL): 
124 NaCl, 2 MgCl, 10 CsCl, 20 tetraethylammonium 
(TEA), 10 HEPES 和 10 4-aminopyridine(4-AP) ,外 液 
中 含 SOz 时 将 124 NaCl 换 成 64 NaCl Fil 40 NaSO. 
电极 内 液 成 分 为 (mmol/L):140 CsCl,2 MgCh, 10 EGTA 
和 10 HEPES。 刺 激 与 记录 系统 :AXON200B , 数 模 转 
换 器 为 Axon1322。 

1.3.6 数据 采集 数据 的 获得 使 用 jClamp(Scisoft, New 
Haven, CT)。 记 录 指 标 为 膜 电容 。 以 前 有 研究 表明 , 当 
细胞 的 膜 电位 改变 ,如 果 离 子 与 膜 重 白 结合 并 进出 蛋白 
会 导致 细胞 的 膜 电容 出 现 非 线性 改变 ,类 似 于 一 条 钟 形 
曲线 , 称 为 非 线 性 膜 电容 (NLC)"" ,NLC 可 以 用 一 个 与 
电压 相关 的 非 线 性 移动 电 葵 的 二 次 Boltzmann 方程 的 
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一 阶 导 数 来 表示 "”。 膜 电容 方程 如 下 : 


Ci = Clin + mud 2 
exp[avV,, = Va)] 1 + exp[-a(V,, Vy)] | 
其 中 Qu 表示 转运 时 的 最 大 电荷 ,Vi 表示 达到 电 


压 依赖 膜 电容 的 峰值 时 所 对 应 的 电压 ,Cn 表示 线性 膜 
电容 ;a=ze/kT 是 电压 依赖 的 电荷 转运 的 斜率 ,其 中 k 是 
Boltzmann 常数 , 工 是 绝对 温度 ,z 是 电荷 移动 的 效 价 ,e 
是 电子 电荷 。 由 于 线性 膜 电容 (Ca) 与 细胞 的 大 小 成 比 
例 , 不 同 的 细胞 大 小 会 影响 NLC 的 大 小 ,因此 我 们 用 标 
准 化 的 非 线 性 膜 电 容 来 分 析 (NLC/C) ,此 值 为 曲线 的 
峰值 。 

1.3.7 统计 学 分 析 实验 结果 用 均 数 + 标准 差 表 示 , 采 用 
两 独立 样本 :检验 的 统计 学 方法 对 两 组 数据 进行 比较 ， 
P<0.05 表 示 差 异 有 统计 学 意义 。 数 据 统计 分 析 通 过 统 
计 学 软件 SPSS13.0 软件 完成 。 作 图 采用 origin8.0， 
COARDRAW 等 软件 。 


2 结果 
2.1 SLC26A 转运 体 的 序列 分 析 

虽然 SLC26A 转 运 体 家 族 成 员 均 担负 着 将 阴离子 
从 表皮 细胞 膜 的 一 侧 转 运 到 另 一 侧 的 功能 ,但 不 同 成 员 
转运 离子 的 种 类 和 机 制 各 不 相同 ( 表 1)。 这 提示 虽然 同 
属 一 个 蛋白 家 族 ,但 不 同 成 员 之 间 在 行使 生理 功能 的 空 
间 结 构 上 有 差别 。 和 蛋白 的 空间 结构 和 生理 功能 很 大 程 
度 上 由 氨基 酸 一 级 序列 决定 ,因此 我 们 首先 对 人 类 
SLC26A 重 白 家 族 所 有 成 员 做 序列 相关 性 比较 。 图 1 表 
示 将 SLC26A 家 族 的 氨基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 后 获 
得 的 无 根系 统 进化 树 。 系 统 进化 树 中 每 个 节点 表示 一 
个 分 类 单元 。 分 文 的 长 度 代 表 进 化 过 程 中 氨基 酸 改变 
的 数量 。 节 点 上 的 数字 表示 的 是 bootstrap 的 值 。 结 果 
发 现 ,SLC26A 家 族 的 保守 性 相对 较 低 ,各 成 员 之 间 只 
有 21%~43% 的 氨基 酸 序列 相同 。 依 据 系统 进化 树 的 节 
点 以 及 各 成 员 的 功能 特点 ,我 们 将 SLC26A 家 族 分 为 6 
个 亚 组 (图 1):Al 和 A2, 为 硫酸 根 和 草酸 根 的 转运 体 ; 
第 2 组 是 A3 和 A4, 为 CI/ HCO; 交 换 体 ;第 3 组 成 员 是 
AS 和 A6, 转 运 底 物 为 CLI; 第 4 组 为 A7, 除 了 转运 CLI、 
HCO; ,硫酸 根 外 还 是 C1 通道 ;第 5 组 为 A8 和 A9;All 
与 其 他 成 员 之 间 序 列 相似 性 最 低 , 亲 缘 关系 最 远 , 单 独 
作为 一 组 。 在 下 面 的 实验 中 ,我 们 从 每 一 组 中 选取 1~2 
成 员 作 为 代表 ,以 SLC26A2、A4、A5、.A6.A7、A9、A1ll 
作为 研究 对 象 来 考察 这 些 蛋 白 在 HEK-293 细 胞 中 的 表 
达 情 况 及 其 功能 。 
2.2 SLC26A 转运 体 在 HEK-293 细胞 中 的 表达 

使 用 瞬时 转 染 技术 ,我 们 将 带 有 SLC26A 转运 体 基 
FY) pEGFP-N1 质粒 导入 培养 的 HEK-293 细胞 中 , 培 
养 2 d 待 质粒 稳定 表达 后 ,在 欧 光 显微镜 下 观察 细胞 中 


SLCZ6A11 


图 1 人 类 的 SLC26A 转 运 体 家 族 的 进化 树 

Fig.1 Phylogenetic tree of the human SLC26A transporter 
family. A protein multiple sequence alignment was generated 
using the Clustalx 1.83 program with SLC26A protein 
sequences from NCBI listed in Tab.1. The evolutionary tree 
was created using Maximum likelihood methods of 
MEGA5.05 and analyzed using 500 bootstraps. In this 
unrooted phylogenetic tree, each node represents a taxon, and 
the scale of the branch represents the number of amino acid 
changes. The bootstrap supporting values are shown at each 
branching point. The scale bar indicates the number of 
substitutions per site (0.1 means 10% changes observed 
between two sequences) for measuring the branch length. 


的 绿色 荧光 ,以 检测 SLC26A 转 运 体 在 细胞 中 的 表达 情 
况 。 不 带 SLC26A 的 空 载体 作为 阴性 对 照 同 时 观察 。 
图 2 显示 表达 各 SLC26A 转运 体 的 典型 细胞 的 共聚 焦 
显微镜 图 片 。 结 果 表 明 ,各 质粒 ,包括 阴性 对 照 的 空 载 
体 都 能 在 细胞 中 表达 ,细胞 显示 出 融合 的 GFP 和 蛋白 绿色 
荧光 。 不 同 质粒 在 HEK-293 细胞 中 的 转 染 效率 相差 不 
大 ,在 40%~55% 之 间 。A4,A5,A6,A7 和 All 转 染 的 细 
胞 ,主要 在 细胞 膜 上 观察 到 荧光 ,在 显微镜 下 呈现 出 环 
状 (图 2)。 而 A2 和 A9 转 染 的 细胞 ,除了 在 膜 上 有 交 光 
外 ,在 细胞 质 中 也 有 GFP 表 达 。 而 EGFP 空 载体 的 荧光 
则 主要 出 现在 细胞 质 中 。 这 表明 不 同 的 转运 体重 白 在 
细胞 内 合成 并 运输 到 细胞 膜 上 的 过 程 存在 一 定 差异 。 
转运 体 蛋白 要 行使 正常 的 生理 功能 ,必须 定位 和 组 装 在 
细胞 膜 上 。 细 胞 膜 上 的 GFP 荧 光亮 度 代表 了 处 在 正确 
位 置 上 转运 体 的 数量 。 因 此 我 们 计算 了 转 染 并 表达 转 
运 体 HEK 细 胞 上 细胞 膜 的 痰 光 强 度 。 结 果 发 现 A5,A6 
和 A7 的 荧光 强度 最 高 ,在 100~120 之 间 ,A2,A4,A9， 
A11 的 膜 表 达 较 强 ,在 50~100 之 间 。 而 EGFP 空 载体 转 
染 的 细胞 荧光 则 集中 在 细胞 质 中 , 膜 上 荧光 强度 为 
14.73+6.25, 基本 没有 表达 。 不 同 转运 体 在 转 染 后 
HEK-293 细 胞 中 的 表达 情况 见 表 2。 
2.3 SLC26A 转运 体 与 离子 相互 作用 的 检测 

不 管 是 离子 转运 体 还 是 交换 体 ,其 工作 的 一 个 普遍 
机 制 都 是 离子 进入 蛋白 内 部 ,与 蛋白 的 结合 部 位 相互 作 
用 ,引发 蛋白 质 的 构象 产生 改变 ,将 离子 由 膜 的 一 侧 翻 
转 或 运输 到 另 一 侧 并 释放 。 这 个 过 程 与 离子 经 过 离子 
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#1 SLC26A 多 功能 阴离子 交换 体 或 阴离子 通道 基因 家 族 


Tab.1 SLC26A multifunctional anion exchanger/anion channel gene family 


Human gene 
name 


Protein names 


Report substrates 


Tissue distribution 


Disease association(s) 


RefSeq ID 


E: SO.’, oxalate, glyoxylate 


SLC26A1 SLC26A1/SAT-1 

SLC26A2 SLC26A2/DTDST E: SO,’, oxalate, Cr 

SLC26A3 SLC26A3/DRA/CLD E: Cl, HCO;, oxalate 

SLC26A4  SLC26A4/Pendrin/pps F CT HCO», eas mirate, 

SLC26A6 SLCA6/Patl/CFEX E: Cl, HCO;, on oxalate, formate, 
4 

SLC26A7 SLC26A7 E: SO», Cl, HCO;, OH, Ch: CT 

SLC26A9 SLC26A9 E: Cl, HCO; , Ch: Cl, HCO; 

SLC26A5 SLC26A5/Prestin cr 

SLC26A8 SLC26A8/Tat1 E: CI, SO,’, oxalate 

SLC26A10 SLC26A10 Pseudogene 

SLC26A11 SLC26A11/KBAT E: SO’, Cr 


Liver, kidney 
Widespread 


Intestine 


Inner ear, kidney, 
thyroid 


Widespread 


Kidney, stomach, 
High endothelial 
venules 


airway,brain, 
stomach, lung 


Inner ear 
Testis, brain 
Widespread(?) 
Widespread 


Chondrodysplasias 


Congenital chloride- 
losing diarrhea 


Pendred syndrome, 
deafness(DFNB4) 


deafness 


NP_071325.2 
NP_000103.2 


NP_000102.1 


NP_000432.1 


NP_001035544.1 


NP_439897.1 


NP_443166.1 


NP_001161434.1 
NP_001180405.1 
NP_597996.2 
NP_001159819.1 


E: Exchanger; Ch: Channel. Tissue distribution: Partial list of tissues in which expression has been documented. RefSeq data: polypeptide (NP) 


sequences. 


图 2 在 转 染 有 SLC26A 基 因 家 族 的 人 胚 肾 293 细 胞 (HEK-293) 上 所 获得 的 不 同 基因 的 表达 情 ; 
Fig.2 Confocal microscopy images showing HEK-293 cells transfected by SLC26A2 (A2) SLC26A4 (A4), SLC26A5 
(A5), SLC26A6 (A6), SLC26A7 (A7), SLC26A9 (A9), SLC26A11 (A11) and enhanced green fluorescent protein (EGFP). 


Bar: 10 um. 


通道 到 达 膜 的 另 一 侧 的 一 个 共同 特征 是 , 当 离 子 
或 者 进入 膜 蛋白 时 ,细胞 膜 的 电容 特性 会 发 生 改 


Py 


FAR 
变 。 由 


A2 A4 A5 A6 
A7 A9 All 


EGFP 


改变 ,说 明 离子 能 够 进入 到 SLC26A 转 和 运 体 中 并 与 结合 
部 位 发 生 作用 。 因 为 SLC26A 转运 体 的 结合 部 位 对 离 


于 SLC26A 和 蛋白 家 族 转 运 的 是 带电 衔 的 阴离子 ， 
在 电场 的 驱动 下 会 有 穿 过 膜 或 者 进出 转运 体重 
势 。 因 此 ,我 们 可 以 


阴离子 
白 的 趋 


全 细胞 膜 片 钳 技术 ,改变 表达 


SLC26A 转运 体 的 HEK 细胞 的 膜 电位 ,检测 细胞 膜 电 


容 的 变化 。 如 


lk 当 膜 电位 变化 时 ,我 们 检测 到 膜 电容 的 


往往 是 非 线 性 的 , 即 


一 条 钟 形 的 电容 曲线 , 称 为 非 线 怕 


了 具有 选择 性 ,因此 这 种 膜 电 容 的 改变 与 膜 电 压 的 关系 


TF 


膜 电容 (NLC)。 电 容 改 变 的 幅度 越 大 ,说 明 转 运 的 离子 
数量 越 多 ,转运 体 与 离子 结合 或 转运 的 能 力也 越 强 。 
图 3 表现 的 是 用 全 细胞 膜 片 钳 技 术 改 变 细胞 的 膜 
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表 2 SLC26A 转 运 体 在 HEK-293 细 胞 中 的 表达 情况 和 NLC 
Tab.2 NLC and expression of SLC26A family in HEK-293 cells 


A6 A7 A9 All EGFP 


Name A2 A4 AS 
Location of Cell membrane Cell Cell Cell Cell Cell membrane Cell Cell 
expression and plasma membrane membrane membrane membrane and plasma membrane plasma 
FI Moderate Moderate Strong Strong Strong Moderate Moderate Weak 
a n 86.75+18.03 79.83+14.56 110.79+24.67 107.72+23.80 103.66+25.49 64.14+15.07 81.01+19.12 14.73+6.25 
NLC/Ciin 

“ 1.39+0.20 3.7840.99 6.4543.75 5.36+1.32 4.99+1.32 3.01+41.75 3.8441.72 none 
(Mean+SD) 
Cell number 7 6 9 7 7 6 6 


NLC: Nonlinear capacitance, FI: Fluorescence Intensity (>100 strong; 50-100, moderate; <50, weak), Cin: Surface area of the membrane. 


电位 时 ,表达 不 同 SLC26A 转运 体 及 EGFP 空 载体 的 多 
个 HEK 细胞 的 平均 膜 电容 。 当 电极 内 液 和 细胞 外 液 中 
阴离子 均 为 Cl 时 ,我 们 看 到 只 表达 EGFP 的 细胞 膜 电 
容 没 有 呈现 出 变化 , 即 离 子 没 有 与 膜 上 蛋白 发 生 相 互 作 
用 。 但 是 在 膜 上 表达 SLC26A 转运 体 的 HEK 细胞 中 ， 
我 们 却 记录 到 了 典型 的 钟 形 电容 曲线 (图 3)。 为 了 排除 
所 记录 的 细胞 大 小 不 同 带 来 的 影响 ,我 们 将 测 得 的 电容 
除 以 线性 部 分 (代表 的 是 膜 面积 的 大 小 ) ,得 到 多 个 细胞 
的 平均 非 线性 膜 电容 一 膜 电压 曲线 。 我 们 测量 非 线性 
膜 电 容 曲 线 的 峰值 来 衡量 该 细胞 与 离子 相互 作用 的 能 
力 。 结 果 发 现 A5 的 NLC 峰值 最 大 ,为 6.45+3.75 
(WMean+SD,n=8)。A6 和 A7 与 A5 的 值 较 为 接近 ,分 别 
为 5.36 + 1.32(n=8) #1 4.99+1.32(n=7). A4,A9 AIAILI 
的 值 较 小 ,而 最 小 的 为 A2, 只 有 1.39 + 0.20(n=7). $ 
种 转运 体 所 记录 电容 值 的 细胞 数 及 非 线性 膜 电容 幅度 
见 表 2。 


-150 -100 -50 0 50 100 
Membrane potential (mV) 


图 3 非 线性 膜 电容 

Fig.3 Nonlinear capacitance (NLC). Examples of NLC 
obtained from HEK-293 cells transfected by SLC26A2 (A2), 
SLC26A4 (A4), SLC26A5 (A5), SLC26A6 (A6), SLC26A7 (A7), 
SLC26A9 (A9), SLC26A11 (A11), respectively. HEK-293 cells 
transfected by EGFP were used as the negative control. Linear 
capacitance (Cin) was subtracted from the response and only 
NLC was plotted. NLC was normalized by Cin. 


非 线性 膜 电容 曲线 的 幅度 反映 了 进出 SLC26A 转 
运 体 和 蛋白 并 与 之 相互 作用 的 离子 数量 ,这 与 单位 膜 面积 


上 表达 的 转运 体 蛋 白 量 相关 。 在 表 2 中 我 们 总 结 了 膜 
蛋白 的 荧光 强度 与 非 线性 膜 电 容 变化 幅度 的 关系 ,结果 
也 印证 了 这 一 点 :在 细胞 膜 上 表达 强 的 A5.A6 和 A7 记 
录 到 了 最 大 的 膜 电容 变化 ;而 表达 较 弱 的 A4.A9 和 All 
则 表现 出 较 小 的 膜 电 容 变 化 。 但 是 表达 A2 的 细胞 膜 上 
荧光 强度 较 强 ,而 电容 的 变化 幅度 却 很 小 。 其 可 能 的 原 
是 A2 主要 转运 硫酸 根 ,其 对 氧 离 子 的 结合 及 转运 能 
力 较 弱 。 当 细胞 内 外 阴离子 均 以 Cl 为 主 时 ,进出 A2 和 蛋 
白 并 与 之 发 生 结合 作用 的 离子 数量 很 少 ,这 样 对 膜 电 容 
的 影响 也 较 小 。 为 了 证 实 这 个 猜想 ,我 们 将 细胞 外 液 中 
的 CI 替换 成 硫酸 根 离子 并 记录 膜 电容 随 膜 电压 的 变化 
曲线 。 图 4 中 所 示 结 果 表 明 , 当 硫酸 根 作为 主要 阴离子 
存在 时 ,A2 的 非 线性 膜 电容 峰值 由 平均 1.39(SD=0.20， 
n=7) 284 8.47 (SD=2.21, n=9) ,并 有 显著 性 差异 (P< 
0.001, 检 验 )。 


-150 -100 -50 0 50 100 
Membrane potential (mV) 


4 将 细胞 外 液 中 氯 离子 替换 成 硫酸 根 离子 后 A2 的 非 线 
性 膜 电容 的 变化 

Fig.4 NLC changes of A2 after substitute Cl with SO,’. NLC 
was measured using extracellular solutions with Cl or SO}. 
NLC of A2 was normalized by Cim and the curves were 
plotted as meantSD (n=7 and 9 for Cl and SO.’). 


3 讨论 
自从 上 个 世纪 九 十 年 代 Sat-1(SLC26A1) 作 为 硫酸 
根 离子 转运 体 被 报道 并 首次 克隆 出 来 后 ,SLC26A 家 
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族 的 其 他 成 员 才 逐渐 被 人 们 所 研究 和 认识 。 虽 然 
SLC26A 家 族 是 一 个 较为 年 轻 的 转运 体 家 族 ,但 其 广泛 
分 布 在 人 体 多 种 器 官 的 上 皮 细 胞 中 ( 表 1) ,转运 以 CL、 
HCOs; 和 硫酸 根 为 主 的 阴离子 *“。 由 于 CI 和 HCO; 是 
人 体 组 织 液 中 最 重要 的 阴离子 ,承担 着 维持 渗透 压 和 
PH 平衡 的 作用 ,因此 SLC26A 转运 体 的 缺失 或 功能 异 
常 ,往往 导致 上 皮 组 织 病变 ,引起 包括 圳 性 纤维 化 H- 
从 .前 庭 大 水 管 综 合 征 、 氧 性 腹泻 等 在 内 的 多 种 严重 疾 
病 。 由 于 SLC26A 转运 体 为 膜 和 蛋白, 结晶 困难 ,因此 目 
前 对 这 个 转运 体 家 族 的 结构 及 功能 机 制 了 解 较 少 。 

SLC26A 转运 体 家 族 一 共有 11 个 成 员 ,其 中 Al0 
是 一 个 假 基因 。 通 过 对 人 类 SLC26A 转 运 体 家 族 的 氮 
基 酸 序列 分 析 , 我 们 发 现 SLC26A 转运 体 之 间 保 守 性 相 
对 较 低 ( 图 1)。 这 提示 不 同 的 成 员 之 间 , 空 间 结 构 及 转 
运 离子 的 分 子 机 制 存在 较 大 的 不 同 。 这 种 不 同 也 是 系 
统 研究 这 个 转运 体 家 族 结构 和 功能 机 制 较为 困难 的 一 
个 重要 原因 。 除 了 各 成 员 之 间 变 异性 较 大 外 ,同一 转运 
体 在 不 同 物种 中 ,一 级 结构 也 存在 较 大 的 差别 。 有 报道 
表明 ,和 鼠 和 人 的 SLC26A 转运 体 之 间 , 氨 基 酸 的 同一 性 
只 有 76%%, 低 于 其 他 蛋白 86% 的 平均 相似 性 "”。 一 级 结 
构 的 不 同 预示 着 不 同 动物 种 类 中 SLC26A 的 功能 有 差 
别 。 以 功能 研究 较为 清楚 的 SLC26A5(prestin) 为 例 ,在 
非 哺乳 动物 中 ,AS(prestin) 转 运 以 CL 为 主 的 一 价 阴 离 
子 。 但 在 哺乳 动物 中 ,A5 特 异性 地 表达 在 耳蜗 外 毛细 
胞 的 细胞 膜 上 ,转运 离子 功能 大 大 下 降 ""。 但 是 胞 内 的 
Cl 能 与 A5 相 互 作 用 ,引起 蛋白 在 长 和 短 两 种 构象 之 间 
的 快速 转换 ,从 而 驱动 外 毛细 胞 胞 体 进 行 伸缩 运动 。 在 
这 个 过 程 中 ,A5(prestin) 行 使 马达 和 蛋白 的 功能 ,被 认为 
是 哺乳 动物 听觉 中 耳蜗 放大 的 分 子 基础 “。 

将 功能 性 蛋白 表达 到 细胞 系 中 来 研究 其 功能 是 目 
前 生物 医学 研究 中 常用 的 手段 。 我 们 使 用 脂 质 体 瞬时 
转 染 的 方法 将 代表 性 的 SLC26A 转运 体质 粒 表达 到 
HEK-293 细胞 中 ,通过 观察 融合 的 绿色 荧光 的 方法 来 
检测 表达 的 情况 。 由 于 SLC26A 转运 体 是 膜 蛋 白 , 需 要 
定位 在 细胞 膜 上 才能 行使 其 功能 ,因此 对 转 染 细胞 功能 
检测 的 一 个 重要 前 提 条 件 是 转运 体 和 蛋白 要 表达 在 细胞 
膜 上 。 本 实验 结果 证 明 ,与 绿色 荧光 蛋白 只 表达 在 细胞 
质 不 同 ,我 们 构建 的 SLC26A 转运 体 均 能 表达 在 细胞 膜 
上 ,日 具有 较 高 的 转 染 效率 和 表达 强度 (图 2)。 这 一 结 
果 为 我 们 在 转 染 细胞 中 研究 SLC26A 转运 体 与 离子 相 
互 作用 提供 了 可 能 。 

检测 转运 体 的 功能 ,一 种 方法 是 直接 测量 跨 过 膜 的 
离子 数量 **"。 但 这 种 方法 对 实验 操作 精度 要 求 较 
高 ,不 同 质粒 转 染 效率 不 同 也 会 带 来 较 大 误差 。 在 本 实 
验 中 ,我 们 通过 测量 转 染 细胞 的 膜 电容 来 测量 不 同 转运 
体 与 离子 的 作用 能 力 。 当 带电 离子 在 膜 电位 的 驱动 下 


进入 膜 上 的 转运 体 蛋 白 内 部 时 , 膜 的 电容 呈现 一 个 非 线 
性 的 变化 。 这 种 通过 测量 膜 电容 来 衡量 转运 体 或 者 离 
子 通 道 功能 的 方法 ,已 经 被 广泛 报道 ""”。 非 线性 膜 电 
容 的 幅度 大 小 反映 了 进入 转运 体重 白 内 部 的 离子 数量 ， 
是 衡量 转运 体 与 离子 相互 作用 的 重要 指标 ”盖世 。 我 们 
的 结果 显示 ,表达 在 膜 上 的 各 SLC26A 转运 体 都 表现 出 
相当 幅度 的 非 线性 膜 电容 幅度 ,而 且 幅 度 的 大 小 与 转运 
体 在 细胞 膜 上 的 表达 强度 呈正 相关 。 实 验 中 我 们 还 发 
现 ,在 细胞 膜 上 有 较 强 表达 的 A2, 在 Cl 作用 下 非 线性 膜 
电容 幅度 很 小 。 当 用 SO 替换 CI 后 ,我 们 发 现 表 达 A2 
的 细胞 非 线性 膜 电容 有 显著 增 大 。 即 使 考虑 到 硫酸 根 
带 两 个 电荷 ,该 增加 的 幅度 也 有 显著 统计 学 意义 。 这 说 
明 , 膜 上 表达 的 转运 体重 白 不 仅 具 有 与 离子 相互 作用 的 
能 力 , 而 且 还 表现 出 与 在 原 位 组 织 上 相似 的 离子 选择 
性 。 这 一 结果 进一步 说 明 我 们 的 实验 方法 能 很 好 的 检 
测 SLC26A 转运 体 的 生理 功能 。 本 实验 第 1 次 通过 电 
生理 学 实验 方法 ,系统 报道 了 SLC26A 转运 体 家 族 与 转 
运 离子 相互 作用 的 生理 功能 ,建立 了 在 HEK-293 细胞 
系 中 表达 SLC26A 转运 体 家 族 的 研究 方法 ,为 后 续 研 究 
SLC26A 转运 体 家 族 的 结构 和 功能 的 关系 奠定 了 基础 ， 
也 为 SLC26A 家 族 相关 疾病 致 病 机 制 以 及 治疗 方法 提 
供 了 新 的 视角 。 
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